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【要旨】我々はラット大腿骨骨折モデルで変動電磁場刺激（PEMF）、低出力超音波パルス照射（LIPUS）が
骨折治癒に与える影響をX線学、生化学、免疫組織学、分子生物学的に検討した。12週～14週齢のSDラッ
ト74匹を用い、PEMF群、　LIPUS群、刺激を与えないコントロール群の三群とし、処理群では術後2日、1
週、2週、3週目に屠殺した。屠殺時には大腿骨折部位のX線撮影、骨塩定量、HE・Toluidine　Blue染色及
び抗BMP－4抗体・抗b－FGF抗体・抗Osteocalcin抗体を用いた免疫染色を施し、各群を比較・検討した。術
後X線による検索では、2週目にPEMF・LIPUS処理により骨癒合は進行し、3週目では山群とも骨癒合し
た。BMDはPEMF・LIPUS両群で術後1週で上昇し、以後3週目まで高値を示した。　HE染色では術後2日
目に炎症性細胞浸潤、1週目に軟骨様細胞の増殖がPEMF・LIPUS両論で優位に認められたが、3週目では
差はなかった。b－FGFの免疫組織化学的検索では、　PEMFおよびLIPUS処置群に1週目をピークとした著
明な発現を認めた。BMP－4では処置群で術後2日に優位な発現を認めたが、以後発現は消失した。Osteocalcin
の検索では刺激群、特にLIPUS群で1週目をピークとした発現を認め、以後低下した。　PEMFとLIPUS処
置による骨折治癒過程促進の機構として、軟骨様細胞の出現を早めたことが一因と考えられた。
はじめに
　電気刺激は骨組織の修復と成長を促進することが
知られており、近年臨床的に偽関節や遷延治癒骨折に
対し広く応用されている。当教室の正岡1）は骨芽細胞
様細胞株（MC3　T3－El）に対してパルス電磁場刺激を
様々な条件で与え、至適刺激条件においては骨芽細胞
の増殖能、分化能を促進するとした。正田2）はその背
景にはTGF一βが深く関与し、それが細胞内遊離カル
シウムイオン濃度を増加させ、その結果DNA合成能
を促進することを報告した。さらに、曽我3）は電磁場
刺激が骨芽細胞の細胞外基質蛋白に及ぼす影響を検
討し、その刺激が骨芽細胞のtype　I　collagen産生能を
促進し、Osteocalcin産生能を抑制することを報告し
た。一方、超音波は以前より診断、手術および理学療
法に用いられてきた。超音波の骨折に対する作用とし
ては、1983年にXavier4）が低出力の超音波が臨床的に
骨折治癒過程を促進すると報告しており、以来欧米を
中心に骨折治癒期間を短縮するとの報告が見られ
る5）。当教室の森下6）は、低出力超音波パルスがある一
定範囲内の周波数、照射出力でDNA合成能を増加さ
せること、アルカリフォスファターゼ活性を増加さ
せ、RT－PCR法によるオステオポンチンの発現を増加
させることから細胞の分化促進に関与していること
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を報告した。
　今回は、ラット大腿骨骨折モデルを用い、変動電磁
場刺激及び低出力超音波パルス照射（LIPUS）が骨折
治癒に与える影響を検討した。
研究材料および方法
　1）対象
　生後12週～14週齢のSDラット74匹を用い、ネン
ブタール腹腔内麻酔後、145肢に対しEinhornの方法7）
に準じて大腿骨遠位より0．62inchのC－wireを刺入
し、3点支持器を用いて骨折を作成した。術後はギプス
固定を施行した。28匹には術直後より変動電磁場
（PEMF群）を、25匹に対し超音波パルス（LIPUS群）
を照射した。刺激を与えなかった21匹をコントロー
ル（CO）群とした。
　2）変動電磁場刺激装置
　サテリット社製、RIKEN　PULSE　MAGNETIC
STIMULATORを用い（Fig．1（a））、DNA合成能を促
進する至適条件である磁場強度1．O　Gauss、周波数10
Hz、パルス幅25μsecにして、1日8時間行った。
　3）低出力超音波パルス照射
　帝人のsAFHs　2㎜（Fig．　1（b））を用い、周波数1．5
MHz、繰り返し周波数LO　kHz、バースト幅200μsec、
照射出力30mW／cm2、1日20分行った。
　4）評価方法
　（1）X線撮影
　撮影条件としては、管電圧50kV、管電流0．125　A、
撮影時間50msecならびに撮影距離50　cmとし、骨癒
合過程を仮骨面積の大きさ、皮質骨梁の移行を肉眼的
に観察した。
　（2）骨塩定量
　dual　energy　X－ray　absorptiometry（DEXA）を用い、
大腿骨中央部の、骨折部を中心に10×10mmの部分を
設定し、BMDを計測した。各期間の上昇率の有意差検
定（t検定）を行った。
　（3）Hematoxyline－Eosin（HE）染色・Toluidine
　　　Blue（TB）染色・免疫染色
　4％パラホルムアルデヒド液でラットを潅流固定し
た後、10％EDTA液で脱灰した。パラフィン包埋後、
4μmの連続切片を作成し、脱パラフィン後、HE染色、
TB染色及びABC法に準じた以下の免疫染色を行っ
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Fig．　1（a）　lnstitute　of　Physical　and　Chemical　Research　produc－
　　　　tion　pulse　electromagnetic　field　device．　Magnetic
　　　　field　strength，　the　frequency，　and　the　pulse　width　can
　　　　be　freely　set．
潔
Fig．1（b）　Low　lntensity　Pulsed　Ultrasound　device．　Teijin
　　　　SAFHS　2000．　The　frequency　is　1．5　MHz，　repetition
　　　　frequency　1．O　kHz，　and　irradiation　output　30　mW／
　　　　cm2　at　200　microseconds　in　the　burst－width．
た。
　3％H202加メタノールで内因性ペルオキシダーゼ
活性を阻害し、1次抗体には抗BMP－4抗体、抗b－FGF
抗体、抗Osteocalcin抗体を使用し、4℃で一昼夜反応
させた。次いでビオチン結合性抗ヤギIgG、ストレプ
トアビジン結合性ペルオキシダーゼと反応させ、DAB
発色、ヘマトキシリンで核染色後、鏡検した。
実験結果
　1）術後X線
　術後2日、1週で即断に仮骨の出現を認めたが、そ
の大きさ・範囲などに明らかな差はなかった。術後2
週目では、PEMF・LIPUS両群では仮骨面積は増大し、
皮質骨梁の移行もCO群に比して進行していた。3週
では学匠ともに骨癒合は完成し各群問に差は認めら
れなかった（Fig．2）。
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Fig．2　Comparison　of　X　rays．　The　callus　appeared　on　the　second　day　and　at　one　week　after　the　operation．　The　bone　healing
　　　progressed　in　the　PEMF　and　LIPUS　groups　at　two　weeks　after　the　operation，　and　union　of　the　bone　was　seen　at　three
　　　weeks．
：BMD上昇率の経時的変化
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Fig．3　Comparison　of　the　BMD　rate　of　increase
　　　Elevation　at　one　week　after　the　operation　was　recognized　in　the　PEMF　group　and　the　US　group　compared　with　the
　　　control　group．　A　high　value　was　also　shown　during　the　second　week　and　the　third　week　compared　with　the　control
　　　group．
　2）骨塩定量
　術直後より術後1週目にかけてのCO群の上昇率
は103．9±4．7％であった。PEMF群およびLIPUS群は
123．6±ll．9％、129．8±15．8％であり両群ともCO群に比
し優位差を認めた。2週目にかけてのCO群の上昇率
は105．6s±s5．8％であった。PEMF群およびLIPUS群
は128．7±13．7％、137．9±18．1％であり両刀ともCO群
に比し有意差を認めた。3週目にかけてのCO群の上
昇率は109．1±5．4％であった。PEMF群およびLIPUS
群は130．2±14．6％、143．1±15D％であり両群ともCO
群に比し有意差を認めた。しかしPEMF群とLIPUS
群間にはどの期間においても有意差はなかった（Fig．
3）o
3）Hematoxyline－Eosin（HE）染色・Toluidine
　　Blue（TB）染色・免疫染色
（1）HE染色
術後2日目では、処置両群の炎癒細胞浸潤がコント
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Fig．4　H　E　dye　at　two　days　after　operation
　　　The　mflammation　cell　permeation　was　more　marked　in
　　　the　PEMF　group　and　the　US　group　than　the　control
　　　group．
b
ロール群に比し、旺盛であった（Fig．4）。術後1週目で
は、PEMFおよびLIPUS群での軟骨櫨細胞の増殖が
認められた。術後2週では、CO群に比しPEMF群と
LIPUS群にwoven　boneの顕著な増生が認められた。
術後3週では、各群とも骨癒合は更に進行し、周囲の
woven　bone形成は進行していた。
　（2）TB染色
　術後2日目では各群ともに、明らかな異染性は認め
られなかった。術後1週目では、CO群に比し、　PEMF
群とLIPUS群に軟骨様細胞に明らかな異染性が認め
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Fig．5　Toluidine　dye　at　one　week　after　operation
　　　More　marked　stainability　was　seen　in　cartilage　cells　in
　　　the　PEMF　group　and　the　US　group　compared　with　the
　　　control　group．
られた（Fig．5）。術後2週でもPEMF群・LIPus群で
軟骨様細胞に異染性を認めるが、1週目に比し若干低
下していた。術後3週目ではPEMF群とLIPUS群と
もに、異染性はさらに低下し、CO群との差は認められ
なかった。
　（3）　BMP－4
　BMP－4は、術後2日目にPEMF群とLIPUS群の骨
折部周囲にある幼弱な円形の細胞・肥厚した骨膜細胞
に強く発現したが、CO群では発現が認められなかっ
た（Fig．6）。1週目以降、全群でBMP－4の発現は明ら
かではなかった。
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Fig．6　BMP－4　at　two　days　after　operation
　　　BMP－4　was　appeared　intensely　differentiated　and　round
　　　sharp　cells　and　hypertrophic　periosteum　cells　in　the
　　　PEMF　and　US　groups　were　seen　at　two　days　after
　　　operation，　but　BMP－4　did　not　appear　in　the　control
　　　group．
　（4）　b－FGF
　b－FGFは、術後2日目にPEMF群とLIPUS群の骨
折周囲部にある円形細胞にb－FGFの強い発現を認め
た（Fig．7）。術後1週目ではPEMF群とLIPUS群に
おける骨折部周囲にある軟骨様細胞の染色性は2日
目に比し顕著になった（Fig．8）。術後2週では1週目
同様、PEMF群・Hpus群で強い陽性像を呈し、染色
性はLIPUS群で更に増加していた。術後3週では
PEMF群、　LIPUS群ともに染色性はやや低下し、3群
間の差は明らかではなくなった。
　（5）　Osteocalcin
　Osteocalcinは術後2日目に各群とも明らかな染色
（6）
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性は認めなかった。術後1週目でPEMF群、　LIPUS群
で、骨折部周囲の軟骨様細胞に高い染色性を認め、そ
の染色性はLIpus群で顕著であった（Fig．9）。術後2
週で、CO群に比しPEMF群、　LIPUS群で強い染色性
を認めたが、1週目に比し若干低下した（Fig．　lo）。術
後3週目で、PEMF群、　LIPUS群ともに2週目と比べ
c
Fig．7　b－FGF　at　two　days　after　operation
　　　B－FGF　appeared　intensely　in　round　cells　in　the　PEMF
　　　and　US　groups　at　two　days　after　operation．
染色性は低下し、co群との差は認めなかった。
　　　　　　　　　考　　　察
　近年、電磁場刺激は臨床的に骨形成促進を目的とし
て使用され、遷延治癒、偽関節の治療などで効果をあ
げている8）～11）。電磁場刺激は未分化間葉系細胞や骨芽
（7）
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Fig．8　b－FGF　stain　at　one　week　after　operation
　　　B－FGF　appeared　more　intensely　in　cartilage　cells　in　the
　　　PEMF　and　US　groups　at　one　week　after　operation　than
　　　after　two　days
細胞、骨膜細胞に作用して細胞の分化・増殖を促進す
ると考えられているが8）・12）、その作用機序は明らかで
ない。特に分子・細胞レベルでの作用機序は近年培養
系の検討もなされているが不明な点も多い8）。
一方、超音波照射は以前より診断、治療などに用いら
れ、これらの出力は診断では5～50mW／cm2、治療で
は1～3W／cm2程度である。近年、欧米で骨折治療へ
の応用例の臨床成績が報告され、新鮮骨折の治療期間
の短縮や偽関節に対してもその効果を発揮してい
る13）～エ5）。
　今回我々が用いたラット大腿骨骨折モデルは再現
性の高い骨折モデルであり、各種成長因子の抗体が入
手しやすいため多くの施設で使用されている。電磁場
及び超音波照射を骨折部に加え、骨組織の癒合状態を
X線撮影、DEXA法によるBMD計測にての客観的
に評価した。併せて各種免疫染色を行い、纏織学的検
（8）
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討を行った。
　骨折治癒過程を形態学的に分けると16）、骨折治癒直
後の血腫形成に始まり炎症細胞浸潤が見られる炎症
期、次いで炎症の消退と共に内軟骨性骨形成及び骨膜
性骨形成が盛んとなり、骨形成細胞より産出される基
　　　　　　　　　　　　　c
Fig．9　Osteocalcin　dye　at　one　week　after　operation
　　　　Osteocalcin　appeared　intensely　in　canilage　cells　in　the
　　　　PEMF　and　US　groups　at　one　week　after　operation，　and
　　　　it　appeared　more　strongly　in　the　LIPUS　group　than　the
　　　　PEMF　group．
質に石灰が沈着して仮骨となる修復期に続く。さらに
仮骨が徐々に吸収され、次第に骨皮質の連続性が回復
されてくる骨改変期の3つの時期に分類できる。X線
撮影では、術後1週から2週における修復期において
PEMF及びLIPUS処置群とで、　CO群に比べ優位な
（9）
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Fig．　10　Osteocalcin　dye　at　two　weeks　after　operation
　　　Osteocalcin　appeared　intensely　in　cartilage　cells　in　the
　　　PEMF　and　US　group　at　one　week　after　operation，　but
　　　it　appeared　less　distinctly　at　two　weeks　after　operation
　　　than　at　one　week
仮骨形成を認めた。
　BMD上昇率は、　PEMF及びLIPUS処置群で、　CO
群に比し術後1週での上昇が認められた。以降、2週3
週とも有意にCO群に比し高値を示したが、　PEMF
群・LIPUS群間に有意差は無かった。
術直後のBMDの顕著な上昇は、　PEMF刺激及び
LIPUS照射がより未分化な細胞に対しての作用が強
いことを示唆していると考えられた。
　近年、骨折治癒過程における種々の成長因子の役割
を報告した文献が散見されるが17）、力学的作用に対す
（　10　）
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る細胞応答のメカニズムは未だ解明されていない。今
回、Hematoxyrine－Eosin染色、　Toluidine　Blue染色と
供に骨折治癒過程において極めて深く関与されると
思われるBMP－4、　b－FGF、　osteocalcinにつき、免疫組
織学的検討を行った。
　BMP（bone　morphogenetic　protein）は1965年、
Uristにより脱灰骨基質中に発見され、　in　vivoでは未
分化問葉系細胞を軟骨細胞や骨芽細胞に分化させ異
所性骨組織を誘導する活性物質である17）。BMPを筋肉
内に移植すると、移植後1週でその周囲の未分化間葉
系細胞の増殖、軟骨細胞への分化が見られ、2週で周辺
部の軟骨細胞の肥大化、軟骨基質の石灰化、血管進入
が生じるという報告がある18）。また、骨折治癒過程に
おけるBMP－4の発現は、骨折後2、3日の肥厚した骨
膜細胞や骨折部近傍の骨髄内及び血腫付近線維芽細
胞様細胞に認められたとの報告もある19）～20）。本実験で
は、CO群でBMP－4は発現しなかったが、　PEMF群、
LIPUS群では骨折部周囲の幼弱な円形の細胞・肥厚し
た骨膜細胞に強く発現した。これはPEMF刺激・
LIPUS照射が骨折部周囲の幼弱な細胞や肥厚した骨
膜細胞へ作用することにより、骨誘導作用を持つ
BMP－4の発現を促進し、幼弱な細胞や骨膜細胞の分化
能を促進したものと考えられた。
　一方、線維芽細胞増殖因子（fibroblast　growth　factor；
FGFs）は1974年に下垂体に存在する細胞増殖調整因
子としてその存在が確認された。現在はFGFは下垂
体のみならず、全身のほとんどの組織に存在し多様な
生理作用を持つことが知られている。b－FGFは骨や骨
芽細胞系の細胞により合成され、未分化な骨芽細胞前
駆細胞に対し、強力な細胞増殖促進作用を示すことが
報告されている21）～22）。本実験では、術後2日目で
PEMF・LIPUS群で骨折部周囲の未分化な円形細胞に
強い発現を認めている。電磁場・超音波刺激が未分化
な細胞に作用しb－FGFの発現を促進し骨芽細胞への
誘導を促進したものと考えられる。術後1週・2週で
は、CO群に比しPEMF群とLIPUS群で、軟骨様細胞
に強く発現した。軟骨様細胞においてもb－FGFの発
現を認め、更にb－FGFが周囲の軟骨前駆細胞に作用
し骨折治癒を促進しているものと考えられた。PEMF
とLIPUS刺激は軟骨細胞にも作用し、　b－FGFの発現
を促進しているものと思われた。
　Osteocalcinはγカルボキシルグルタミン酸を有
し、主に成熟した骨芽細胞で産生される。石灰化した
骨基質に蓄積されており、骨基質の非コラーゲン性蛋
白質としては最も含有量の多いものである23）。術後2
日目では各群とも明らかな染色性は認められず、骨芽
細胞の発現は認められなかったと考えられた。術後1
週目でPEMF群とLIPUS群で、骨折部周囲の軟骨様
細胞に高い染色性を認め、その染色性はLIPUS群で
より著明であった。PEMFとLIPUS刺激が骨芽細胞
への分化を促進したと考えられ、更にLIPUS群でよ
り高い染色性を呈していたことより、PEMF刺激は未
分化な細胞に対して分化・増殖期を有し軟骨様細胞の
発現を早めていたが、LIPUS刺激は未分化な細胞だけ
でなく軟骨様細胞にも分化・増殖能を有しているもの
と考えられた。術後2週から3週目にかけては軟骨組
織から骨組織への骨改変が起こり始め、osteocalcinの
染色性は低下し、各群の差がなくなってきているもの
と考察した。PEMF・LIPUS刺激共に、炎症細胞期よ
り軟骨細胞の発現を誘導する時期において最も強く
作用しているものと考えられ、その作用はLIPUS刺
激でより顕著であるものと考察された。
結 論
　変動電磁場及び超音波パルス照射では有意な骨折
治癒促進効果が見られた。
　BMDは電磁場及び超音波刺激においてはCO群に
比し術後早期より有意に高値を示した。
　BMP－4は電磁場群・超音波群において、炎症期の円
形な細胞にCO群に比して早期に発現を認めた。1週
以降では門守共に発現を認めなかった。
　電磁場群・超音波群共に、co群に比し早期の軟骨様
細胞への分化と共に、b－FGF、　osteocalcinの発現を認
め、その変化は超音波群でより顕著であった。
　変動電磁場及び超音波パルス照射が骨折治癒過程
を促進した機構として、軟骨様細胞の発現を早めたこ
とが一因であると考えられた。
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　　　　　　The　Effects　of　Pulsing　Electromagnetic　Fields　Stimulation
and　Low　lntensity　Pulsed　Ultrasound　on　Fracture　Healing　in　Rats．
Tsuyoshi　FUJIEi），　Kengo　YAMAMOTO’），　Toshinori　MASAOKA’）
Kyosuke　MORISHITAi），　Atsuhiro　IMAKIIREi），　Yoshirou　Ebihara2）
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　　　　　　　　　（Director：Prof．　Atsuhiro　IMAKIIRE）
ABSTRACT
　　We　examined　that　the　effects　of　pulsing　electromagnetic　fields　stimulation　（PEMF）　and　low　intensity　pulsed　ultrasound
（LIPUS）　on　fracture　healing　based　on　radiological，　biochemical，　histoimmunological　and　molecular　biological　findings　in　a
rat　femur　fracture　model．　The　PEMF　group，　the　LIPUS　group，　and　the　control　group　which　did　not　receive　stimulation　were
compared　using　74　SD　rats　aged　12　weeks　to　14　weeks．　Comparisons　were　made　by　X－ray　findings，　bone　salt　fixed　quantity
measurement，　the　HE　dye，　the　toluidine　blue　dye，　immunostain　using　the　anti－BMP－4　antibody，　the　anti－b－FGF　antibody，　and
the　anti－Osteocalcin　antibody　at　two　days，　one　week，　two　weeks　and　three　weeks　after　the　operation．　The　bone　healing
progressed　in　the　PEMF　and　LIPUS　groups　at　two　weeks　after　the　operation，　and　union　of　the　bone　was　seen　at　three　weeks．
BMD　rose　in　the　PEMF　and　LIPUS　groups　at　one　week　after　the　operation，　and　remained　elevated　until　the　third　week．　HE
staining　showed　inflammatory　cell　permeation　on　the　second　day　after　the　operation，　with　increased　cartilage　cell　at　one　week，
but　there　was　no　difference　between　all　groups　at　the　third　weeks．　B－FGF　stained　distinctly　at　the　first　week　in　the　PEMF
and　LIPUS　groups．　BMP－4　also　stained　distinctly　at　two　days　in　the　PEMF　and　LIPUS　groups，　but　there　was　no　staining
from　first　to　third　week　after　the　operation．　Osteocalcin　peak　during　the　first　week，　and　thereafter　decreased．　The　mechanism
by　which　fracture　healing　progressed　in　the　PEMF　and　LIPUS　groups　was　thought　to　be　caused　by　cartilage　cells　appearing
rapidly　by　the　PEMF　and　LIPUS．
〈Key　words＞　Fracture　healing，　Pulsing　electromagnetic　fields，　Low　intensity　pulsed　ultrasound
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